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<g> Verfahren zur Harstellung von monoklonalen MHC Klasse l-puls-Peptid-restrlngierten Antikdrpem 

I Die voriiegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Her- 
stellung von monoklonalen MHC Klasse 1 -pi us-Pept id -rest- 
ring ierten Antikdrpern, das durch folgende Schritte gekenn- 
zeichnet ist: 

(a) Isolierung von unbeladenen MHC Klasse l-Molekulen, 

(b) Einfuhrung eines ein solches Molekul von (a) codierendes 
Gen in das Genom einer Maus zur Expression des Gens, 

(c) Beladung eines Molekuis von (a) mit einem Antigen zur 
Ausbildung eines MHC Klasse l-plus-Peptid-Molekuls« 

(d) Immunisierung der transformierten Maus von (b) mit 
dem beladenen Molekul von (c), 

(e) Isolierung von Milzzellen aus der immunisierten Maus 
von (d) und Herstellung von monoklonalen MHC Klasse 
l-plus-Peptid-restringierten Antikdrpem sowie gegebenen- 
falls deren Humanisierung nach ubiichen Verfahren. 
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Beschreibung 

Die Erfmdung betrifft die Herstcllung von monoklo- 
nalen MHC KJasse I-plus-Peptid-rcstringierten Ami- 
kdrpem und deren Verwcndung. 5 

Es isi bekannt, daB zytotoxische T Lymphozyten Pep- 
tide erkennen, die von MHC (Major Histocompatibility 
Complex) Klasse 1 Molekaien auf der ZeUoberflache 
prSsentien werden. Diese Peptide stammen von intra- 
zellulftr synthetisierten Proteinen, z. R von Tumoranti- lo 
genen oder viralen Proteinen. Damit ist gewahrleistet, 
daB zytotoxische T Lymphozyten kdrperfremdc Sub- 
stanzen erkennen kdnnen, die ausschlieBlich intrazellu- 
lar exprimiert werden und sich somit der Entdeckung 
durch Antikdrper entziehen. is 

Auf dieser Erkenntnis beruht ein immunologischer 
Ansau der Tumortherapic. Es wird versucht, tumorspe- 
zifische-zytotoxische T Lymphozyten eines Patienten in 
vitro herzusteilen oder aus dem Tumor zu isolieren, die- 
se in vitro in groBem MaBstab zu vermehren, um dann 20 
den Patienten mit seinen eigenen tumorspezifischen-zy- 
totoxischen T Lymphozyten zu behandeln. 

Dieses Verfahren ist jedoch technisch ftuBerst auf- 
wendig und kann daher nur in ganz begrenztem Umfang 
durchgefuhrt werden. WOnschenswert waren Antikdr- 25 
per, die die gleiche Spezifitat wie tumorspezifische-zy- 
totoxische T Lymphozyten aufweisen* d.h. syngenes 
MHC Klasse I-plus-Peptid erkennen. 

Der vorliegenden Erfmdung liegt daher die Aufgabe 
zugninde, ein Verfahren bereitzustellen, mit dem solche 30 
AntikOrper hergesteUt werden kdnnen, 

ErfmdungsgemaB wird dies durch folgende Schritte 
erreicht: 

a) Isolierung von unbeladenen MHC Klasse 1-Mo- 35 
lekQlen, 

b) EinfQhrung eines ein solches MolekQl von (a) 
codierendes Gen in das Genom einer Maus zur 
Expression des Gens, 

c) Beladung eines MolekQls von (a) mit einem Anti- 40 
gen zur Ausbildung eines MHC Klasse I-pIus-Pep- 
tid-Molektils, 

d) Immunbierung der transformierten Maus von (b) 
mit dem beladenen MolekQl von (c), 

e) Isolierung von Milzzellen aus der immunisierten 45 
Maus von (d) und Herstellung von monoklonalen 
MHC Klasse I-plus-Peptid-restringicrtcn Antikdr- 
pem sowie gegebenenfalls deren Humanisierung 
nach Qblichen Verfahren. 

50 

Der Ausdruck "MHC" umfaBt den Ausdruck "HLA". 

Das erfindungsgemaBe Verfahren beruht auf dem 
Prinzip, daB ein Organismus in der Regel nur gegen 
fremde Antigene spezifische Antikdrpcr produziert. 

ErHndungsgemaB werden unbeladene MHC KJasse 55 
I-Molektile isoiiert Dies kdnnen Zellen selbst sein, die 
einen Defekt in den MHC codiertcn Transportem ha- 
ben und daher ihre MHC-MolekQle nicht mit Peptid 
beladen k6nnen. Solche Zellen sind beispielsweise die 
RMA-S Tumorzellen der CS7 BL/6 Maus oder die T2 60 
genannten EBV transformierten Zellen des Menschen. 

Unbeladene MHC Klasse I-MoIekOle kdnnen femer 
Qber bekannte biochemische Verfahren aus Geweben 
isoiiert werdea Sie kdnnen abcr auch mittels DNA-Re- 
kombinationstechniken erhalten werden. Ihre Gene 65 
kdnnen beispielsweise in Ecoli oder im Baculovirus-Sy- 
stem exprimiert werden. 

ErfmdungsgemaB werden die Gene von MHC Klasse 
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I-MolekQlen auch in das Genom einer Maus zur Expres- 
sion der Gene eingefOhrt HierfOr kdnnen Obliche. dem 
Fachmann bekannte Verfahren verwendet werden. 
Durch die Transformation einer Maus mit einem MHC 
Klasse I-Gen und dessen Expression wird erreicht. daB 
diese Maus das spezielle MHC Klasse I-MolekQl nicht 
als fremd ansieht und somit auch keine dagegen gench- 
tete Antikdrpcrproduktion in Gang seut 

Eine solche Transformation kann unterbleiben, wenn 
das MHC Klasse I-MolekQl ursprQnglich aus der zu 
transformierenden Maus, wie im Falle der RMA-S Tu- 
morzellen aus der CS7 BUS Maus, vgl. vorstehend, oder 
einer syngenen Maus stammt Eine Antikdrpcrproduk- 
tion gegen das MolekQl wOrde dann nicht stattfinden. 

Eine solche tritt jedoch in jedem Fall ein und ist erf in- 
dungsgemaB gewOnscht, wenn das verwendete MHC 
Klasse I-Molekiil mit einem Antigen beladen isL Die 
Antikdrper rich ten sich dann gegen das von dem MHC 
Klasse I-Molekul und dem Antigen gebildete Epitop, 
dh.es entstehen gegen MHC Klasse I-plus-Peptid-ge- 
richtete Antikdrper. 

Die Beladung von MHC Klasse I-MolekOlen erfolgt 
erfmdungsgemaB nach bekannten Verfahren. Zur Bela- 
dung kdnnen Antigene unterschiedlichster Natur, insbe- 
sondere Virus- und Tumorantigene verwendet werden. 
Beispiele ffir Tumorantigene sind das aus menschlichen 
Melanomen isolierte Antigen (MAGE-1) und das von 
dem E6 bzw. E7 Onkogen des HPV produzierte Tumor- 
antigen. Die Immunsierung der Maus mit den beladenen 
MHC Klasse I-MolekQlen erfolgt ebenfalls nach be- 
kannten Verfahren. 

ErfmdungsgemaB wird der immunisierten Maus nach 
ablicher Zeit die Milz zur Herstellung von monoklona- 
len MHC Klasse I-plus-Peptid-restringierten Antikdr- 
pem entnommen. HierfOr werden ilbliche dem Fach- 
mann bekannte Verfahren angewandt 

Denkbar ist es allerdings auch. daB der immunisierten 
Maus polyklonale MHC Klasse I-plus-Peptid-restrin- 
gierte Antikdrper entnommen und diese gemaB be- 
kannten Verfahren hochgereinigt werden. 

ErfmdungsgemaB werden also sowohl monoklonale 
als auch polyklonale MHC Klasse I-plus-Peptid-restrin- 
gierte Antikdrper bereitgestellt Diese kdnnen gegebe- 
nenfalls durch bekannte Verfahren humanisiert werden. 
Sie eignen sich dann nicht nur zur Diagnose sondem 
auch zur Therapie von Tumoren und Infektionen. 

Das erfmdungsgemaBe Verfahren ermdglicht es wei- 
terhin, MHC Klasse Il-plus-Peptid-restringierte Anti- 
kdrper herzustellea Diese kdnnen ebenfalls poly- bzw. 
monoklonal sein. Auch kdnnen sie humanisiert werden. 
Sie stellen dann eine Behandlimgsmdglichkeit fBr Auto- 
immunerkrankungen dar. 

PatentansprUche 

1. Verfahren zur Herstellung von monoklonalen 
MHC Klasse I-plus-Peptid-restringierten Antikdr- 
pem. gekennzeichnet durch folgende Schritte: 

a) Isolierung von unbeladenen MHC Klasse 
I-MolekQlen, 

b) EinfOhrung eines ein solches MolekQl von 
(a) codierendes Gen in das Genom einer Maus 
ziu- Expression des Gens, 

c) Beladung eines MolekQls von (a) mit einem 
Antigen zur Ausbildung eines MHC Klasse 
I-pius-Peptid-MolekQls, 

d) Immunisierung der transformierten Maus 
von (b) mit dem beladenen MolekQl von (c>, 
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e) Isolienin^ von MilzzeUen aus der immun- 
isierten Maus von (d) und Herstellung von mo- 
noklonalen MHC KJasse I-plus-Peptid-restrin> 
gierten Antikdrpern sowie gegebenenfalls de- 
ren Humanisierung nach Qblichen Verfahren. 5 

2. Monoklonale MHC Kiasse I-plus-Peptid-restrin- 
giene Antikdrper nach dem Verfahren nach An- 
spnich 1. 

3. Verwendung der monoklonalen MHC Kiasse 
I-plus-Peptidrestringierten Antikdrper nach dem 10 
Verfahren nach Anspruch 1 zur Diagnose und The- 
rapie von Tumoren und Inf ektionen. 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 



.42a4S42A1 I > 



r 



- Leerseite 



